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<57) Le conjugue salon I'invention est constitue d'une adhesine 
de paroi de Streptococcus mutans. de nature proteique, ca- 
pable de fier les compossnts de la safive. ou d'une fraction 
active d'une telle proteins, coupiee de facon covalente a un 
polysaccharide de Streptococcus mutans. ou a une fraction 
d'un tel potysaccharida 

De preference, I'edhesine est constituee d'une chaine simple 
pofypeptidique ayant un poids rnoieculaire de 74000 environ; 
elle est commune aux differents serotypes de Streptococcus 
mutans ou elle presents une antigenicite croisee; et elle est 
capable dlnteragir avec les glycoproteines salivaires et le 
polysaccharide provient du meme serotype de & mutans. 
notamment le serotype f. 

Application a la preparation de compositions immunogenes. 
notamment a la preparation de vaccins centre la carle dentaire. 



00 
10 

CM 



LL o 



Vente des ftteicules * HM PRIME RJE NATION ALE. 27. rue de la Convention - 75732 PARIS CEDEX 15 



1 2581877 

CQniuqU* const! tu6 d'une adhesine d* parol de fi . mutans. 

3* nature protejgue et d'un PQ iv 5a rrh^ | fl e de s.-nfAny , , 

ga preparation et spn utilisation notammgTH- dans des 
vaccina a^t j. -caries 

L 1 invention concerne un produit obtenu par liai- 
5 son covalente d'une proteine avec un polysaccharide, sa 
preparation et son utilisation. 

Plus precisement, I 1 invention a pour objet un 
produit dans lequel une adhesine de paroi de Streptococ- 
cus — nutans ,, de nature proteique, ou une fraction d'une 
10 telle proteine, est liee de facon covalente a un poly- 
saccharide de Streptococcus mu+anp f Q u a une fraction 
d'un tel polysaccharide, un procede pour sa preparation 
et son utilisation comme antigene, notamment dans des 
vaccina contre les caries dentaires. 
15 Streptococcus mutans est considere a 1'heure ac- 

tuelle comme etant la principale bacterie responsable de 
la maladie carieuse chez 1' Homme et chez 1 'Animal. Cette 
espece bacterienne est formee de 8 serotypes differents 
portant les references a a h. 

» Au cours des dernieres annees, de nombreuses ex- 
periences d' immunisation, utilisant comme antigene cette 
bacterie, ont montre la possibility d'obtenir une pro- 
tection contre les lesions carieuses, au raoyen d'un tel 
antigene. Toutefois 1 'utilisation de cette bacterie com- 
plete semble conduire a des reactions croisees indesira- 
bles avec d'autres tissus tels que le tissu cardiaque, 
c'est pourquoi les travaux actuels sont principalement 
orientes vers la recherche d'antigenes simples, derives 
de cette bacterie, et possedant le meme potentiel pro- 
30 tecteur . 

Les caracteristiques principales du Streptococ- 
cus — IHVtang sont de pouvoir adherer a la pellicule exo- 
gene acquise formee a* la surface de la dent principale- 
ment par des glycoproteines salivaires adsorbees, et 
35 ceci par 1 ' intermediate d'adhesines de paroi de nature 
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proteique ou polysaccharidique, et de synthetiser, grAce 
£ des enzymes, les glucosyltransf Erases (GTF), des 
dextranes qui assurent la cohesion des bacteries au ni- 
veau de la plaque dentaire. 
5 La possibility d'inhiber la fixation et l'agr*- 

gation du Streptpcpccug HMtara sur la dent a ete etudiee 
par de nombreux auteurs au cours d ' experiences d 1 immuni- 
sation utilisant les GTF comme antig&nes. Toutefois les 
rSsultats obtenus ne permettent pas de conclure & l'ef- 
10 ficacite d'un tel antigSne, peut-etre en raison du tris 
grand polymorphisme des GTF de Streptococc us nutans . 

En revanche, 1 'utilisation de certaines prol- 
ines purifiees A partir des surnageants de Streptococci!? 
iBUtana. c'est-&-dire excretees par cette bacterie, dont 
15 le rdle biologique n'est pas connu, ont donne lieu & des 
resultats encourageants au cours d 1 experiences d' immuni- 
sations animales. 

Une autre possibility d'agir sur la colonisation 
des surfaces dentaires serait de bloquer 1' adherence de 
20 Str^ptpcoccug — nmtflng. en induisant la synthase d 1 anti- 
corps contre les adh6sines de paroi capables d'interagir 
avec les glycoproteines salivaires. 

Cette solution a d6j4 6te envisagee mais n'a 
pas r jusqu 1 * present, conduit d des resultats satisfai- 
25 sants. Ainsi il a ete observe que les polysaccharides 
des diff6rents serotypes, bien qu ■ intervenant dans le 
processus d« adherence, sont pratiquement incapables 
d'induire des r6ponses immunitaires durables. 

Certains auteurs ont en outre propose d'utiliser 
30 comme antig^nes des adhesines de paroi de nature prote- 
ique; il en est ainsi par exemple dans la demande de 
brevet EP 116 472. Des resultats plus encourageants ont 
ete ainsi obtenus. 

L ' invention a pour but de mettre au point un 
35 produit comprenant une adhesine de paroi de Streotococ- 
£US — mutanar de nature proteique, capable d'induire des 
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rdponses immunitaires plus fortes et/ou plus durables 
que celles qui sont induites par 1' adhesine elle-mfcme. 

Ce but a ete atteint selon 1' invention qui a no- 
tamment pour objet un conjugue constitu6 d'une adhesine 

5 de Paroi de Streptococcus mutana r de nature protSique, 
capable de lier les composants de la salive, ou d'une 
fraction active d'une telle proteine, coupl6e de facon 
covalente & un polysaccharide de Streptococcus mutans f nn 
d une fraction d'uh tel polysaccharide. 

10 La liaison covalente est effectuee selon des me- 

thodes connues en soi, utilisables en biologie et compa- 
tibles avec la structure de la proteine d'une part et du 
polysaccharide d 1 autre part. Elle peut notamment £tre 
effectufee par 1 ' intermediate d'un "bras" introduit de 

15 maniSre connue en soi et faisant intervenir des reactifs 
bifonctionnels tels que les carbodiimides par exemple. 

Toutefois, le "bras" ins6r6 dans la structure du 
produit pouvant Sventuellement conduire k la formation 
d'anticorps specif iques ind6sirables, il peut 6tre pr6- 

20 fdrable de ne pas y avoir recours pour 6tablir la liai- 
son covalente. 

Selon un mode pr£f£r£ de realisation, la liaison 
covalente est ef f ectu6e par oxydation menag6e du poly- 
saccharide, notamment par le periodate de sodium, suivie 

25 d'un couplage avec la proteine par amination r^ductrice 
en presence de borohydrure de sodium. 

L ' adhesine de paroi de nature prot&ique qui est 
contenue dans l*extrait de paroi cellulaire des bact6- 
ries (cell gall Extracted Antigen : WEA) peut £tre obte- 

30 nue selon toute m6thode d^crite dans la literature, en 
particulier selon la m6thode de M. SchBller et coll. 
d6crite dans Infect . Immun. 31, 52-60 (1981) ou par ana- 
logic k cette m6thode, par exemple comme dScrit par J. A. 
Ogier et coll. dans Infect. Immun. 45 (1), 107-112 

35 (1984). 

II peut 6tre Sgalement avantageux de n'utiliser 
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qu'une fraction active d'une telle adhesine, c*est-a-di- 
re une fraction capable de lier les composants de la sa- 
live et d'induire des anticorps, obtenue par fractionne- 
ment d'une adh£sine pr£par6e comme indiqu6 plus haut, 

5 par synthase chimique ou encore par g6nie g6n6tique. 

Le polysaccharide de Streptococcus autans peut 
§tre obtenu notamment selon la m&thode de S. Hamada et 
coll. d6crite dans Molec. Immunol. 20, 453 (1983). 

II "peut 6tre 6galement avantageux de n'utiliser 

10 qu'une fraction active d'un tel polysaccharide, c'est- 
a-dire une fraction capable notamment de lier les com- 
posants de la salive. 

Vadhdsine de paroi de nature prot£ique, ou sa 
fraction, utilisSe provient de pr6f6rence du mftme s6ro- 

15 type que le polysaccharide ou la fraction de polysaccha- 
ride utilis6e. Toutefois, compte tenu de 1 ' antigenicity 
crois6e observ^e avec la plupart des adh&sines de nature 
protdique, il est 6galement possible de combiner Une 
adhesine et un polysaccharide provenant de serotypes 

20 dif f brents , ou des fractions de ceux-ci. 

: Le conjuguS ainsi obtenu, notamment lorsqu'il 
est administr£ par voie orale & des animaux, en particu- 
lier en association avec des liposomes, conduit & des 
r£ponses en IgA dans la salive et le s&rum sup6rieures & 

25 celles obtenues avec la protgine non coupl6e. II est 
rappeie & ce propos que les IgA sont des immunoglobuli- 
nes capables de protgger contre les caries dentaires 
/Voir M. A. Taubman et coll. dans J. Dent. Res. £Q, 634 
(1981)7. 

30 Le conjugu6 selon 1* invention est en outre capa- 

ble d'induire une r£ponse locale et syst£mique en IgA 
dirig6e contre le polysaccharide utilise alors que le 
m6me polysaccharide, administrd dans les m&mes condi- 
tions, notamment en association avec des liposomes, est 

35 incapable d'induire une quelconque r6ponse en IgA. 

Ceci est d'autant plus surprenant qu'il avait 
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6t£ montr6, de facron gen6rale, que la conjugaison de 
diff£rents polysaccharides bact£riens avec des prol- 
ines, selon difftrentes m£thodes, augmentait leur immu- 
nog6nicit6 en induisant une r6ponse en IgG anti-polysac- 

5 charides £voir par exemple E.C. Beuvery et coll . , Infect . 
Immun. 4Q, 39 (1983) et 0. Makela et coll., Scand. J. 
Immunol. 12, 541 (1984)7, alors qu'avec le conjugue se- 
lon 1' invention la r£ponse en IgG est faible. 

Enfin, le conjugu£ selon 1' invention conf£re, 

10 tout comme son constituant prot6ique, une "memoire immu- 
nologique H , alors que le polysaccharide seul est d£nue 
de cette propriety. 

Compte tenu de 1' ensemble de ses propri6t6s, le 
conjugue selon 1' invention peut §tre utilise dans diver- 

15 ses applications en tant qu'antigdne, et en particulier 
en tant que compost & activite immunog£ne. De plus, et 
surtout, il peut £tre utilise, seul ou en melange avec 
d'autres antig£nes du mSme type ou avec des adh6sines de 
paroi de Streptococcus nutans, notamment de nature pro- 

20 teique, dans des vaccins contre la carie dentaire, 

s Compte tenu des dif f erents serotypes de Strepto- 

■CPCCV.? autans existants, il peut Stre avantageux d'uti- 

liser ensemble differents conjugu£s dans lesquels au 
moins les adh£sines de parol de nature prot6ique pro- 

25 viennent de serotypes differents de Streptococcus nu- 
tans . 

Selon un mode avantageux de realisation, le con- 
jugue selon 1* invention comprend une adh^sine de paroi 
de, nature proteique, nouvellement isoiee, appeiee dans 
30 ce qui suit 74K SR(SR = Saliva fieceptor: r^cepteur de la 
salive), qui est caract£ris£e en ce que : 

- elle est constitute d'une chaine simple poly- 
peptidique ayant un poids moieculaire de 74 000 environ; 

- elle est commune aux differents serotypes de 
35 Streptococcus — routes ou elle pr6sente une antigenicity 

croiste ; et 
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- elle est capable d'interagir avec les glyco- 
prot£ines salivaires. 

Cette proline peut 6tre prepar6e A partir d'une 
souche de — muUn? de serotype f , d'origine humaine, 
5 par extraction des antigenes bruts associ£s a la paroi 
cellulaire des bacteries, au moyen de tampon phosphate 
0 f 5 M, pH 6,0 et purification par chroma tographie d'irn- 
munoaf finite au moyen d'un anticorps monoclonal dirig6 
contre les proteines interagissant avec les glycopro- 

10 twines salivaires, en presence d'un detergent non ioni- 
que et de dod^cylsulfate de sodium, avec eiution par du 
tampon NaCl ou glycine/HCl. 

Les details de cette preparation seront donn6s 
dans les exemples qui suivent. 

15 I/antigdne 74K SR, de nature protSique, est un 

produit nouveau capable & lui seul d'induire une r6ponse 
locale et syst6mique en IgA et de confer er une " memoir e 
immunologiqueV II peut done Stre utilise comme principe 
actif dans des compositions k activity immunog^ne, en 

20 particulier dans des vaccins contre la carie dentaire. 

, Toutefois, comme il a et6 indiqu6 plus haut en 
ce qui concerne de fagon g6n§rale les adhesines de paroi 
de ,5, mu-fcqns de nature proteique, le couplage de l'anti- 
g£ne 74K SR avec un polysaccharide de 5. mutan? permet 

25 d'obtenir un conjugue ayant des proprietes sup^rieures. 

Le polysaccharide utilise provient avantageuse- 
ment de la meme souche de S. nutans serotype f que l'an- 
tigfcne 74K SR. Ce polysaccharide, qui est pr6par6 par 
exemple selon la methode de Hamada et coll. indiqu^e 

30 plus haut, est appeie dans ce qui suit "poly £". 

Selon un mode de realisation pr6f6r6, le conju- 
gue selon 1' invention est constitue de l'antigfcne 74K SR 
lie de facon covalente, par amination r6ductrice, au 
poly f , apr£s oxydation m£nag£e de celui-ci. 

35 Quels que soient sa composition et son mode 

d'obtention, le conjugue selon 1' invention peut fetre 
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utilise comme antigene, par exemple dans des procedes de 
separation d'anticorps ou des dosages. 

II peut en outre etre avantageusement utilise 
dans des preparations a activite immunologique, notam- 
5 ment pour la prevention des caries dentaires, telles que 
par exemple des pates dentif if rice, des chewing-gums 
etc. . 

Enfin et surtout, il peut etre utilise comme 
principe actif dans un vaccin contre la carie dentaire. 

10 Bien que differentes voies d •application du vac- 

cin telles qu'un traitement local ou 1' injection puis- 
sent etre envisagees, il apparait tout a fait souhaita- 
ble que le vaccin se presente sous forme d'une prepara- 
tion pharmaceutique destinee a 1 'administration par la 

15 voie orale. II est en particulier souhaitable que cette 
forme pharmaceutique soit telle qu'elle permette au con- 
jugue d'exercer son action au niveau des plaques de 
Peyer et des ganglions mesent^riques . 

Pour ce faire, on peut avantageusement associer 

20 le con jugue selon 1' invention, ou un melange de conju- 
gues de ce type, eventuellement en presence d'autres 
antigenes y avec un adjuvant tel que notamment le muraxnyl- 
dipeptide (MDP) ou des liposomes, selon des techniques 
connues . 

25 Les formes pharmaceutiques utilisees peuvent 

comporter differents excipients usuels, notamment a ef- 
fet retard. 

A titre indicatif , une dose de vaccin adminis- 
trate a 1* Homme peut contenir de 1 a 100 mg du con jugue 
30 selon 1' invention. 

Des essais sur 1' animal ont montre qu'aux doses 
efficaces, le con jugue selon 1* invention ne presente pas 
de toxicite. 

II semble qu'une protection plus efficace est 
35 obtenue si la vaccination est suivie de plusieurs rap- 
pels, par exemple trois f a des intervalles de quelques 
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mois. 

L 1 invention sera mieux comprise a l'aide des 
exemples detailles et de la description d'essais pharraa- 
cologiques qui suivent. 

5 Exenole 1 

Preparation de 1' antiacne 74K SR 

Streptococcus mutan.? 0MZ 175 (serotype f), dont 
la preparation est d6crite par B. Guggenheim, dans Ca- 
ries Res. 2, 147-163 (1968). est cultive en milieu li- 

10 quide (bouillon coeur-cervelle commercialise sous la 
denomination "Brain-Heart Infusion Broth" de la Societe 
Difco Laboratories, Detroit E.U.A.). Les cellules sont 
recoltees au bout de 12 heures de culture a 37 lavees 
et extraites avec du tampon phosphate 0,5M, pH 6,0 selon 

15 la methode decrite par M. Scholler et coll. dans Infect. 
Immun. 21, 52-60 (1981). L'extrait bacterien dans le 
tampon phosphate est ensuite dialyse selon des methodes 
usuelles et utilise pour la separation de I'antigene 74K 
SR. 

20 Cette purification est realisee grace a une 

chromatographic d'immunoaf finite sur colonne de gel d*a- $ 
garose commercialise sous la denomination Sepharose CL 
4B (Pharmacia, Uppsala, Suede) activ6 au bromure de cy- 
anogene et couple avec un anticorps monoclonal diriges 

25 contre les proteines interagissant avec les glycoprote- 
ines salivaires (soit 8 a 10 mg d 1 anticorps /ml de gel) 
dont la preparation est indiquee plus loin. La colonne 
est equilibree avec du Tris/ HC1 0,01M (pH 7,2)/NaCl 
0,1 5M (tampon TS). 

30 L'extrait d'antigenes extraits de la paroi cel- 

lulaire (WEA) tel que purifie plus haut est chromato- 
graphic sur cette colonne. Environ 30 mg de l'extrait 
dans du tampon Tris contenant 1\ de detergent non ioni- 
que commercialise sous la denomination Triton X-100 et 

35 0,05 \ de dodecylsulfate de sodium (SDS) sont appliques 
sur la colonne. On rince avec du tampon TS, La matiere 
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li£e specifiquement est 61u6e soit avec du NaCl 5M, soit 
avec de la glycine/HCl 0,2M, pH 2,8 et est immediatement 
neutralist avec du Tris 1M. AprSs Elimination de 
1* agent d'elution par dialyse contre du tampon TS a 4 # C, 

5 on vSrifie la puret£ de la proteine par 61ectrophorese 
en gel de polyacrylamide . 

La seule proteine r6cup£r6e aprds £lution dans 
ces conditions particulidres a une masse molaire voisine 
de 74 kDa et reprSsente environ 27 & 3U de l'activite 

10 totale de liaison avec les glycoprot^ines salivaires des 
prot6ines chromatographies; c'est la protdine 74K SR. 
Qbtent&pp fles antAcpyps monoclonaux specificities des an- 
tiqdneg asspciSs 4 la parol cellulaire 

L'extrait d'antig£nes associSsi la paroi cellu- 

15 laire est obtenu comrae d6crit plus haut avec inactiva- 
tion des proteases selon la m£thode de R.R.B. Russell et 
coll. d6crite dans J. Gen. Microbiol. 122, 865-875 
(1983). La fraction brute de prot6ines est chromatogra- 
phic sur une colonne d'acrylamide commercialism sous 

20 la denomination Bio-Gel P6 de la soci6t6 Bio-Rad Labo- 
ratories (Richmond, Californie, EUA), et ajust^e & une 
concentration finale en prolines de 2 mg/ml. 

Production d'hvbridomeg s^cretant des antico r P fl 
Des rats de souche Wistar sont immunises par 

25 voie intrap6riton6ale avec 50 pg de fraction prot^ique 
pr6cipit6e & l'alun, deux fois, i 14 jours d* inter valle. 
Sept mois plus tard, les rats recoivent un rappel de 100 
fig de WEA par voie intraveineuse, dans de la solution 
saline tamponn6e au phosphate (PBS) . Les cellules de ra- 

30 te sont recueillies 4 jours plus tard et fusionn6es avec 
des cellules my&lomateuses de rats de souche Lou ne s6- 
crdtant pas de IR 983F £voir 1' article de H. Bazin dans 
Prot. Biol. Fluids 21, 615-658 (1982)J dans un rapport 
cellulaire de 5 £ 1 . La solution de fusion est du poly6- 

35 thyldneglycol 4000 de la Soci6t6 Merck (Darmstadt, RFA) 
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et on fait croitre la culture en presence de milieu nu- 
tritif de type Eagle modifie dans des puits de plaques 
de culture. Environ deux semaines apr£s la fusion, on 
recherche les anticorps contre les antigenes WEA dans 

5 les puits ayant subi une croissance de cellules hybri- 
des, par dosage radioimmunologique indirect en phase 
solide. Les clones positifs sont reclones dans les con- 
ditions usuelles, au moins deux fois, pour assurer la 
•inonoclonicite" et,par transfert sur papier de nitrocel- 

10 lulose (technique dite de "Western Blot"), on selectionne 
les . hybridomes produisant des anticorps diriges contre 
les proteines interagissant avec les glycoproteines sa- 
livaires . 

Prc-flMction de liguide d' ascites et purif ic^inn 

15 des antjcoyps 

Des cellules d'hybridome d'origine monoclonale 
sont inject6es par voie intraperitoneal a des rats hy- 
brides (Wistar R/Lou C) F1 , le liquide d« ascites est re- 
cueilli et 1 1 immunoglobuline purif iee. 

20 Chaque anticorps monoclonal de type IgM est pre- 

cipit6 ; a partir du liquide d'ascites clarifie par dialy- 
se contre du tampon Tris-HCl 0,1M r pH 8 (48 heures,4 # C). 
L ( immunodiffusion radiale des surnageants r6vele une e- 
limination de 100\ de 1 1 anticorps a partir de chaque as- 

25 cite. La proteine est dissoute dans du PBS, pH 7,2, ap- 
pliquee a une colonne de Bio-Gel A 5m (90 x 2,6 cm) de 
la Societe Bio-Rad Laboratories, et eluee avec du tampon 
PBS. Le pic d'IgM est recueilli, a juste a une concentra- 
tion finale en proteines de 4 mg/ml et conserve a -80 'C. 

30 Exemple 2 

Pgjp«ation au polysaccharide de se rotype f foolv f ) 

Ce polysaccharide est prepare selon la mfithode 
de Hamada et coll. decrite dans Molec. Immunol. 2Qr 453 
(1983) a partir de cellules de S. Mutans 0M2 175 lyophi- 
35 lis§es. 

En resume, les cellules sont mises en suspension 
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dans du PBS pH 7,4 et autoclavees pendant 30 minutes a 
120'C. Le surnageant est dialyse contre de l'eau distil- 
lee et chromatographic sur une colonne commercialisee 
sous la denomination DEAE Trisacryl M de la Societe IBF 
5 (France), equilibree avec du tampon Tris/HCfc- O ,01M ( pH 
7,4). La matiere non-adsorbee est de nouveau chromato- 
graphic sur une colonne de Bio-Gel P100 de la Societe 
Bio-Rad et les fractions eludes dans le volume mort de 
la colonne, apres dialyse contre de l'eau et lyophili- 
10 sation, sont constitutes du polysaccharide de S . Mutans 
de serotype f ou poly f. 
pxemple 3 

Couplage du polv f et d e la proteine 74K SR : 
Qbtention du conjugue prefere se lon 1' invention 

15 Le conjugue est prepare par la methode de San- 

derson et coll. decrite dans Immunology, 20, 1061(1971). 
20 mg de poly f sont oxydes par 4 ml de solution 0,1M de 
periodate de sodium (pH 4,5) pendant 1 heure, a la tem- 
perature ambiante et dans l'obscurite. Le poly f oxyde 

20 est purifie par elution a l 4 eau sur une colonne de Bio- 
Gel P100 (1,6 x 20 cm) et lyophilise. Le poly f oxyde 
est ensuite couple a 6 mg d'antigene 74K SR purifie par 
amination reductrice avec du borohydrure de sodium, se- 
lon la methode de I. Parikh et coll. decrite dans Me- 

25 thods in Enzymology, vol. XXXIV, (Academic Press) p. 77- 
102 (1974). Apres elimination de l'exces de reactif par 
chromatographic sur une colonne de Bio-Gel P6 (Bio-Rad), 
le conjugue brut est applique sur une colonne de DEAE 
Trisacryl M (1,6 x 10 cm) equilibree avec du tampon Tris 

30 /HCe .0,01M(pH 7,4). Apres elimination du poly f non cou- 
ple, le conjugue poly f-74K SR est elue avec du tampon 
Tris/HCt 0,01m. contenant du NaCl 1M. Cette fraction, 
apres dialyse contre du PBS, est encore debarrassee des 
proteines n'ayant pas reagi par chromatographic . sur un 

35 immuno-adsorbant anti poly f . Le conjugue purifie est 
elue a partir de 1 • immuno-adsorbant au moyen de tampon 
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acetate 0, 1M (pH 4*0) et est immEdiatement neutralist 
par du tampon phosphate 1M (pH 7,4). Apres elimination 
de 1' agent dilution par chromatographic sur Bio-Gel P6, 
le conjuguE purifie est concentre par lyophilisation. 

5 Sur la base des determinations des hexoses 

/D.L.Morris, Science 127, 254 (1948)J et de la concen- 
tration en protEines £D.H, Lowry et coll, J. Biol. 
Chem. ( 193 . 265 (1951)J, on constate que le rapport mo- 
leculaire du poly f i la proteine 74K SR dans le conju- 

10 gue est de 1:0 f 8. 

Etude Pharmacologiaue du connuaue polv f- proteine 74K SR 
L'ef ficacitE du conjuguE poly f -protEine 74K SR 
comme antigene a 6t6 compared, au cours d'une experience 
sur le rat, d'une part k 1 'immunogEnicite du poly f seul 

15 et d' autre part k 1 ■ immunogEnicitE de la proline 74K SR 
seule. 

Les r Esultats obtenus montrent que 1 1 immunisa- 
tion des animaux par le conjuguE conduit k une forte r6- 
ponse immunitaire salivaire de type IgA, dirigEe k la 
20 fois contre le poly f et la proteine, par opposition k 
1' absence de rEponse immunitaire en IgA salivaires obte- 
nue avec le polysaccharide seul. L 1 immunog€nicit& de la 
proteine coupl&e est en outre supexieure k celle de la 
prot6ine seule. 

25 En conclusion, le couplage d'une adh6sine de pa- 

roi d'un S. Mutans k un polysaccharide de S. Mutans aug- 
mente son antigenicity et conduit k une rSponse immu- 
nitaire locale forte. 

De plus, ce couplage permet d'induire une "me- 

30 moire immunologique" contre deux types de r£cepteurs de 
surface trds importants dans la formation de la plaque 
dentaire, k savoir des adhdsines de nature prot6ique 
d'une part, et des adhesines de type polysaccharidique 
d' autre part. 

35 Enfin, on a pu dtablir, par la mise en Evidence 
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d'une immunogenic!^ croisee, que la proteine 74K SR est 
commune aux differents s6rotypes de S. mutans ou au 
moins presente un epitope commun avec des proteines de 
surface des autres serotypes. En consequence, un vaccin 
5 utilisant un conjugue comprenant cette proteine est ef- 
ficace contre des souches de S. Mutan* <Je differents 
serotypes . 

Example d3 preparation a'un vaccin s^lnn i ; invenf A n„ . 
liposomes contfnant le con-jucm6 sglgj l'inv«n+-inn » n 
10 tant au'anfcimW 

La preparation de ces liposomes peut etre effec- 
tuee selon la methode de G. Gregoriadis decrite dans 
Biochem. J. 129, 123 (1971). En particulier, conforme- 
ment aux indications de D. Wachsmann et coll. dans Iramu- 
15 nology £4 (1), 189-194 (1985). 
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REVINDICATION? 

1. Conjugue constitue d'une adhesine de paroi de 
gtreptpcpccus — ff titans, de nature proteique, capable de 
lier les composants de la salive, ou d'une fraction ac- 

5 tive d'une telle proteine, couplee de facon covalente 4 
un polysaccharide de Streptococcus mu*-*n<, r Q u 4 une 
fraction d'un tel polysaccharide. 

2. Conjugue selon la revendication 1 f caract6ri- 
s6 en ce que la liaison covalente rSsulte de l'oxydation 

0 m6nag6e du polysaccharide suivie de lamination r6duc- 
trice par la protftlne. 

3. Adhesine de paroi de S. nutans, de nature 
proteique utilisable dans la preparation du conjugue se- 
lon la revendication 1 ou 2, caract6ris&e en ce que : 

5 " elle est constitute d'une chalne simple poly- 

peptidique ayant un poids moieculaire de 74 000 environ? 

- elle est commune aux differents serotypes de 
SfryePtQCc-cctis nurtans oH elle prdsente une antigenicity 
croiste ; et 

0 - elle est capable d'interagir avec les glyco- 

prolines salivaires. 

4. Conjugue selon la revendication 1 ou 2, ca- 
racterise en ce qu'il est essentiellement constitue de 
la proteine selon la revendication 3 et d'un polysac- 

5 charide provenant de preference du m£me serotype de S. 
fflUtana, notamment du serotype f , et en particulier de la 
m§me souche de serotype f. 

5. Proctde pour la preparation du conjugue selon 
la revendication 2 ou 4, caracteris6 en ce qu'il consis- 

0 te essentiellement 4 effectuer la liaison covalente par 
oxydation menagee du polysaccharide, notamment par le 
periodate de sodium, suivie d'un couplage avec la prote- 
ine par amination r6ductrice en presence de borohydrure 
de sodium. 

5 6. Procede pour la preparation de 1' adhesine de 

paroi selon la revendication 3, caracteris6 en ce qu'il 
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consiste essentiellement a extraire des antigenes bruts 
associes a la paroi cellulaire de bacteries d'une souche 
<Je ? T Ptana, de serotype f au moyen de tampon phosphate 
0.5M, p H 6,0 et a purifier la proteine recherchee par 
5 chromatographie d'immunoaf finite au moyen d'un anticorps 
monoclonal dirige centre les proteines interagissant 
avec les glycoproteins salivaires, en presence" d'un 
detergent non ionique et de dodecylsulfate de sodium, 
avec elution par du tampon NaCl ou glycine/HCi. 
10 7 - Utilisation du conjugue selon l'une des reven- 

dications 1,2 ou 4 comme antigene. 

8. Composition a activite immunogene comprenant, 
en tant que principe actif , au moins un conjugue selon 
l'une des revendications 1, 2 ou 4. 
15 9 - Va ccin contre la carie dentaire comprenant 

comme principe actif au moins un conjugue selon l'une 
des revendications 1,2 ou 4. 

10. vaccin selon la revendication 9, caracterise 
en ce qu'il se presente sous une forme galenique admi- 
nistrable par voie orale, de preference en presence d'un 
adjuvant, tel que notamment le muramyldipeptide ou de 
preference encore des liposomes. 



